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解明された。19 世紀には進化論が提唱され、また 19 世紀後半には遺伝の法則が発見されて遺伝
































状態を観察することができる。最初の SPM は、1982 年ゲルト・ビーニッヒらによって開発され
た STM である[1]。その後、1986 年に同じビーニッヒによって AFM が開発された他、様々な SPM
が現在までに開発されている。 
 走査型電気化学顕微鏡（SECM）は、このような SPM の一種であり、プローブとして
微小電極（数 nm から数十 µm 程度）を利用し、それによる溶液中での電気化学測定を基本原理
とする。微小電極による測定が 1980 年頃から行われるようになり、SPM の発展に伴い、SPM の
技術を踏襲し、プローブとして微小電極を利用する SECM がバードらによって 1989 年に報告さ
れた[2, 3]。SECM では、試料表面での電気化学反応種を微小電極により検出することができる。



















































に保持すると、拡散律速となり定常電流（itip,∞）（Figure 1.2、式 1）が得られる[4-7]。 
𝐼𝑡𝑖𝑝,∞ = 4𝑛𝐹𝐷𝐶𝑎  （式 1） 
(n: 反応電子数 [-], F: ファラデー定数=96500 [C/mol], D: 拡散係数 [cm2/s], C: 電気化学反応種
濃度 [mol/cm3], a: 電極半径 [cm]) 
Figure 1.2  Cyclic voltammogram 
(CV) of microelectrode[8]. Pt 
microelectrode (radius = 10 μm), 1 mM 
FcCH2OH in PBS. Scan rate is 20 mV s-1. 













部分の半径を rgとし、RG=rg/a を用いて議論される。例えば RG が 2 であるとき、式(1)の係数部
分である『4』は『4.43』

























Figure 1.3 Diffusion layer of macroelectrode (A: liner diffusion) and 








































Figure 1.5 GC mode 
Figure 1.4  Basic principle of 
SECM[3]. 
A: hemispherical diffusion  
B: positive feedback 





































ンダクタンス顕微鏡（SICM）の原理を用いる[34, 35]。SICM では、プローブとして先端に 50～





























 もっとも基本的な利用法が SECM イメージングである。電極を走査することにより、2
次元もしくは 3 次元の電流応答イメージングが可能であり、サンプルの形状測定や、化学反応の
マッピングを行うことができ、とりわけ生体試料の測定に利用されている。 























理を Figure 1.7 に示した。 
 
 最も単純な方法が、酵素の基質や生成物を GC モードにより測定する方法（Figure 1.7 A）
である。例えば、GOxがグルコースを酸化する際、溶液中の酸素を消費し過酸化水素が生成する。
電極上で、過酸化水素[52]を検出することで酵素の検出が可能である。ALP の検出には基質とし
て p-アミノフェニルホスフェイト（PAPP）等が用いられる。PAPP は ALP により加水分解され、
p-アミノフェノール（PAP）となる。生成物である PAP を電極上で酸化検出することにより、ALP
を検出できる[56]。生成物を電極上で基質へと再生できる場合、レドックスサイクリングが誘起
可能であり、ポジティブ FB モードによる測定が可能となる（Figure 1.7 B）。 





GOx の場合について説明する。フェロセン誘導体（Fc）を用いた GC モードと FB モードによる
GOx 検出方法を Figure 1.8 にそれぞれ示した。グルコースが酸化される際、酸素の代わりに Fc
が還元されることを利用する。GC モードでは Fc+を溶液中に多量に存在させておく。GOx によ
り Fc+が還元され Fc が生成するため、電極上で Fc を酸化・検出すると、酵素近傍では Fc による
酸化電流が大きくなる（Figure 1.8 A）。FB モードでは Fc を溶液中に存在させておく。電極上で
は常に Fc を酸化・検出する。GOx 近傍でのみ酸化された Fc が再生されため、再度電極上での酸
化・検出が可能となり、このようなレドックスサイクリングにより電流応答が増幅する（Figure 
1.8 B）。GC モードでは、バルク溶液中には還元型の Fc が存在しないため、バックグラウンド電












モードにより可能である。β－Gal の基質である PAPGは、基板表面に固定された β－Gal により








 Wittstok らは、2 種類の酵素が固定化されたマイクロビーズを混合して固定化し、FB
モードと GC モードを融合させた高感度測定システムを報告している（Figure 1.9）[59, 60]。β
－ガラクトシダーゼおよびグルコースデヒドロゲナーゼ（GDH）利用している。両酵素が固定化
された基板を、グルコースを含む溶液中に浸漬し PAPG を添加する。p-アミノフェニル－β－D－
ガラクトピラノシド（PAPG）は β－Gal により加水分解され PAP が生成する。PAP は電極上で
酸化され p-キノンイミン（PQI）となる（Figure 1.9 A）。PQI は GDHにより還元されことで PAP
に再生され、PAP を再度電極上で酸化・検出することできる（Figure 1.9 B）。このようなレドッ







表 2 Measurements of enzymatic activities by FB mode. 












Figure 1.9 Detection by GC mode (A) or both GC mode and FB mode. 
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NADPH－シトクロム C レダクターゼ NADH TMPD 48 
ジアフォラーゼ NADH FcCH2OH 49 
西洋ワサビペルオキシダーゼ H2O2 (FcCH2OH)+ 50 
硝酸還元酵素 NO3- MV2+ 51 
Fc: ferrocene 
fpy: formylpyridine, bpy: bipyridine 
TMPD: N,N,N’,N’,-tetramethyl-p-phenylenediamine 
MV2+: methylviologen 
表 3  Measurements of enzymatic activities by GC mode. 
酵素名 電極上での検出物質 参考文献 





アルカリホスファターゼ PAPP 56 
NAD+依存性アルコールデヒドロゲナーゼ H+ 57 
NADPH 依存性オキシダーゼ O2･- 58 












定量的に調査できる（Figure 1.11）。また SECM を用いる細胞活性評価には、非侵襲性に大きな




























































1.3.4 神経伝達物質測定  
 














Figure 1.11  Relationship between CVs and 
membrane-electrode distances. [71] 














である Ru(NH3)63+を用いて PC12 細胞の形状イメージングが行われた[78]。 
 距離一定モードによる形状測定も行われている。Wipf らは、電流をフィードバックシグ
ナルとして利用して距離を一定に保つ SECM および、インピーダンスをフィードバックシグナル
として利用して距離を一定に保つ SECM により、PC12 細胞の高解像度イメージングを達成して
いる[9]。Takahashi らは、シアフォースやイオン電流を利用したフィードバック制御による距離













る。様々な物質上への、銀、金、銅、パラジウム[102-104, 111, 114-116]、有機物[110, 115, 121, 122]、


























第 4 章 SECM による単一 ES細胞の分化状態評価 
 ES 細胞の分化状態評価は細胞溶解や固定化が必要であり、評価後も細胞を利用可能な低
侵襲な分化評価法が求められている。ES細胞の低侵襲な分化状態評価を目的とし、ES細胞で過
剰発現し分化とともに発現量が減少する酵素の活性を SECM により単一細胞レベルで評価した。 
 





第 6 章 膜タンパク質内在化のリアルタイムモニタリング 
 膜タンパク質内在化の単一細胞レベル・定量的・経時的評価を目的とし、5 章で確立し








1) G. Binning et al., Phys. Rev. Lett., 49, 57 (1982) 
2) R. C. Engstorm et al., Anal. Chem., 58, 844 (1986) 
3) A. J. Bard et al., "Scanning Electrochemical microscopy", Marcel Dekker, Inc., New York (2001) 
4) 青木幸一ほか，微小電極を用いる電気化学測定法，電子情報通信学会（1998） 
5) 電気化学測定マニュアル 実践編，電気化学会（2002） 
6) J. L. Amphlett et al., Anal. Chem., 73, 4873 (2001) 
7) Y. Shao et al., J. Phys. Chem. B., 102, 9915 (1998) 
8) Y. Shao et al., Anal. Chem., 69, 1627 (1997) 
9) R. T. Kurulugama et al., Anal. Chem., 77, 1111 (2005) 
10) R. Guckenberger et al., Science, 266, 1538 (1994) 
11) A. Kueng et al., Angew. Chem. Int. Ed., 44, 3419 (2005) 
12) Y. Hirata et al., Bioelectrochemistry, 63, 217 (2004) 
13) D. P. Burt et al., Nano. Lett., 5, 609 (2005) 
14) P. S. Dobson et al., Phys. Chem. Chem. Phys., 8, 3909 (2006) 
15) R. J. Fasching et al., Sens. Actuators, B, 108, 964 (2005) 
16) D. M. Osbourn et al., Anal. Chem., 77, 6999 (2005) 
17) B. R. Horrocks et al., Anal. Chem., 65, 3605 (1993) 
18) A. Mario et al., Anal. Chem., 73, 4873 (2001) 
19) M. Etienne et al., Electrochem. Commun., 6, 288 (2004) 
20) C. Gabrielli et al., Phys. Chem. B., 108, 11620 (2004) 
21) Y. Takahashi et al., Langmuir, 22, 10229 (2006) 
22) A. Hengstenberg et al., Angew. Chem. Int. Ed., 40, 905 (2001) 
23) L. P. Bauermann et al., Phys. Chem. Chem. Phys., 6, 4003 (2004) 
24) S. Isik et al., Angew. Chem. Int. Ed., 45, 7451 (2006) 
25) Y. Lee et al., Anal. Chem., 74, 3634 (2002) 
26) D. Oyamatsu et al., Bioelectrochemistry, 60, 115 (2003) 
27) H. Yamada et al., Anal. Chem., 77, 1785 (2005) 
28) M. Etienne et al., Anal. Chem., 78, 7317 (2006) 
29) M. Büchler et al., Electrochem. Solid-State Lett., 3, 35 (2000) 
30) M. F. Garay et al., Phys. Chem. Chem. Phys., 6, 4028 (2004) 
31) D. J. Comstock et al., Anal. Chem., 82, 1240 (2010) 
32) Y. Takahashi et al., J. Am. Chem. Soc., 132, 10118 (2010) 
33) Y. Takahashi et al., Angew. Chem. Int. Ed., 50, 9638 (2011) 
34) Y. E. Korchev et al., Biophys. J., 73, 653 (1997) 
35) P. Noval et al., Natrue Methods, 6, 279 (2009) 
17 
 
36) P. M. Penner et al., Science, 250, 1118 (1990) 
37) M. V. Mirkin et al., J. Electroanal. Chem., 328, 47 (1992) 
38) J. L. Coners et al., Anal. Chem., 72, 4441 (2000) 
39) K. Maruyama et al., Anal. Chem., 78, 1904 (2006) 
40) B. Zhang et al., Anal. Chem., 76, 6229 (2004) 
41) J. J. Watkins et al., Anal. Chem., 75, 3962 (2003) 
42) A. Kucernak et al., J. Phys. Chem. B, 106, 9396 (2002) 
43) D. H. Woo et al., Anal. Chem., 75, 6732 (2003) 
44) N. J. Gray et al., Analyst, 125, 889 (2000) 
45) D. T. Pierce et al., Anal. Chem., 64, 1795 (1992) 
46) C. Kranz et al., Electrochim. Acta., 42, 3105 (1997) 
47) C. A. Wijayawardhana et al., Anal. Chem., 72, 333 (2000) 
48) D. T. Pierce et al., Anal. Chem., 65, 3598 (1993) 
49) H. Shiku et al., Anal. Chem., 67, 312 (1995) 
50) H. Shiku et al., Anal. Chem., 68, 1276 (1996) 
51) J. Zaumseil et al., Anal. Chem., 367, 352 (2000) 
52) G. Wittstock et al., Anal. Chem., 69, 5059 (1997) 
53) Y. Matsumae et al., Chem. Commun., 49, 6498 (2013) 
54) B. R. Horrocks et al., Anal. Chem., 65, 1213 (1993) 
55) B. R. Horrocks et al., J. Chem. Soc. Faraday Trans., 94, 1115 (1998) 
56) G. Wittstock et al., Anal. Chem., 67, 3578 (1995) 
57) Y. N. Antoneko et al., Arch. Biochem. Biophys., 333, 225 (1996) 
58) C. E. M. Berger et al., J. Endocrin., 158, 311 (1998) 
59) C. Zhao et al., Angew. Chem. Int. Ed., 43, 4170 (2004) 
60) F. M. Boldt et al., Anal. Chem., 76, 3473 (2004) 
61) K. Nagamine et al., Electroanal., 23, 1168 (2011) 
62) T. Yasukawa et al., Chem. Lett.., 8, 767 (1998) 
63) T. Yasukawa et al., Anal. Chem., 71, 4637 (1999) 
64) T. Kaya et al., Biosens. Bioelectron., 18, 1379 (2003) 
65) M. Nishizawa et al., Langmuir, 18, 3645 (2002) 
66) H. Shiku et al., Anal. Chem., 73, 3751 (2001) 
67) T. Saito et al., Analyst, 131, 1006 (2006) 
68) W. Feng et al., Anal. Chem., 75, 4148 (2003) 
69) A. J. Bard et al., Biosens. Bioelectron., 22, 461 (2006) 
70) M. Nebel et al., Angew. Chem. Int. Ed., 52, 1 (2013) 
71) H. Yamada et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 180, 1330 (1991) 
72) T. Yasukawa et al., Biochim. Biophys. Acta, 1369, 152 (1998) 
18 
 
73) J. Guo et al., Anal. Chem., 77, 2147 (2005) 
74) J. Kim et al., J. Am. Chem. Soc., 135, 2321 (2013) 
75) T. K. Chen et al., Anal. Chem., 66, 3031 (1994) 
76) Y. Takahashi et al., Angew. Chem. Int. Ed., 50, 9638 (2011) 
77) Y. Takahashi et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 109, 1154 (2012) 
78) J. M. Liebetrau et al., Anal. Chem., 75, 563 (2003) 
79) Y. Takahashi et al., Anal. Chem., 81, 2785 (2009) 
80) Y. Takahashi et al., Phys. Chem. Chem. Phys., 13, 16569 (2011) 
81) S. Kasai et al., Anal. Chem., 72, 5761 (2000) 
82) H. Shiku et al., J. Electroanal. Chem., 438, 1 (1997) 
83) Y. Xue et al., Anal. Chem., 82, 7112 (2010) 
84) T. Kaya et al., Chem. Commun., 248 (2004) 
85) N. Matsui et al., Biosens. Bioelectron., 21, 1202 (2006) 
86) Y. S. Torisawa et al., Anal. Chem., 78, 7625 (2006) 
87) J. Mauzeroll et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 101, 7862 (2004) 
88) J. Mauzeroll et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 101, 17582 (2004) 
89) C. Amatore et al., ChemBioChem, 7, 653 (2006) 
90) C. Amatore et al., ChemBioChem, 9, 1472 (2008) 
91) C. Amatore et al., Anal. Chem., 82, 1411 (2010) 
92) E. R. Scott et al., Anal. Chem., 65, 1537 (1993) 
93) E. R. Scott et al., J. Membrane, 58, 71 (1991) 
94) S. Nugues et al., J. Electroanal. Chem., 408, 125 (1996) 
95) B. D. Bath et al., Anal. Chem., 70, 1047 (1998) 
96) J. V. Macpherson et al., J. Chem. Soc. Faraday Trans., 91, 1407 (1995) 
97) J. V. Macpherson et al., Langmuir, 11, 3959 (1995) 
98) J. V. Macpherson et al., Biophys. J., 73, 2771 (1997) 
99) E. R. Scott et al., Solid State Ion., 53, 176 (1992) 
100) E. R. Scott et al., Pharm. Res., 10, 1699 (1993) 
101) E. R. Scott et al., J. Invest. Derm., 104, 142 (1995) 
102) D. H. Craston et al., J. Electrochem. Soc., 135, 785 (1988) 
103) O. E. Hüsser et al., J. Vac. Sci. Technol. B, 6, 1873 (1988) 
104) O. E. Hüsser et al., J. Electrochem. Soc., 136, 3222 (1989) 
105) F. Forouzan et al., J. Phys. Chem. B, 101, 10876 (1997) 
106) Y. M. Wuu et al., J. Electrochem. Soc., 136, 885 (1989) 
107) C. Kranz et al., Adv. Mater., 7, 38 (1995) 
108) C. Kranz et al., Adv. Mater., 7, 568 (1995) 
109) H. Sugimura et al., Electroanal. Chem., 361, 57 (1993) 
19 
 
110) G. Wittstock et al., Electroanal., 9, 746 (1997) 
111) D. Mandler et al., J. Electrochem. Soc., 137, 1079 (1990) 
112) D. Mandler et al., J. Electrochem. Chem., 136, 3134 (1989) 
113) J. W. Still et al., J. Electrochem. Soc., 144, 2657 (1997) 
114) S. Meltzer et al., J. Electrochem. Soc., 142, L82 (1995) 
115) K. Borgwarth et al., Ber. Bunsenges. Phys. Chem., 99, 1421 (1995) 
116) I. Shohat et al., J. Electrochem. Soc., 141, 995 (1994) 
117) D. Mandler et al., J. Electrochem. Soc., 137, 2468 (1990) 
118) I. Turyan et al., Adv. Mater., 12, 330 (2000) 
119) S. Meltzer et al., J. Chem. Soc. Faraday Trans., 91, 1019 (1995) 
120) J. V. Macpherson et al., J. Am. Chem. Soc., 118, 6445 (1996) 
121) K. Borgwarth et al., Adv. Mater., 11, 1221 (1999) 
122) J. Zhou et al., J. Electrochem. Soc., 144, 1202 (1997) 
123) H. Shiku et al., Langmuir, 13, 7239 (1997) 
124) P. R. Unwin et al., J. Phys. Chem., 96, 5035 (1992) 
125) J. V. Macpherson et al., J. Chem. Soc. Faraday Trans., 89, 1883 (1993) 
126) J. V. Macpherson et al., J. Phys. Chem., 98, 1704 (1994) 
127) J. V. Macpherson et al., J. Phys. Chem., 98, 11764 (1994) 
128) J. V. Macpherson et al., J. Phys. Chem., 99, 3338 (1995) 
129) J. V. Macpherson et al., J. Phys. Chem., 99, 14824 (1995) 
130) J. V. Macpherson et al., J. Phys. Chem., 100, 19475 (1996) 
131) N. Casillas et al., J. Electrochem. Soc., 140, L142 (1993) 
132) N. Casillas et al., J. Electrochem. Soc., 141, 636 (1994) 
133) L. F. Garfias-Mesias et al., J. Electrochem. Soc., 145, 2005 (1998) 
134) Y. Zhu et al., J. Electrochem. Soc., 144, L43 (1997) 
135) D. E. Williams et al., J. Electrochem. Soc., 145, 2664 (2998) 
136) D. O. Wipf et al., Colloids Surf. A: Physicohem. Eng. Asp., 93, 251 (1994) 
137) N. Casillas et al., J. Electrochem. Soc., 142, L16 (1995) 
138) P. James et al., J. Electrochem. Soc., 143, 3853 (1996) 
139) J. L. Luo et al., J. Electroanal. Chem., 326, 51 (1992) 




























 本研究では、直径 20 m のディスク型 Ptマイクロ電極（RG = 2）を作製し、実験に用いた。
また 6 章ではカーボンファイバーによる電極作製した。以下に Pt ディスク型マイクロ電極の作
製方法を示す（Figure 2.1）。 
 
① 外径 1.65 mm，内径 1.1 mm の低融点ガラス管（PG10165-4，World Precision Instrument）
の先端部を、キャピラリープラー（PE-21，Narishige）で細尖化する。 
② Pt 線（直径 20 m，田中貴金属）を長さ約 10 mm に切り出し、長さ約 10 cm の Cu リー
ド線にスポット溶接機（ME-35A，Miyachi）で溶接する。 















𝐼𝑡𝑖𝑝,∞ = 4𝑛𝐹𝐷𝐶𝑎 （式 1） 
ここで ibulk は定常電流値[A]、n は反応電子数、F はファラデー定数[C/mol]、D はレドックス
種の拡散係数[cm2/sec]、C はレドックス種の濃度[mol/cm3]、a は電極半径[cm]である。 
 作製した電極の電気化学的評価は FcCH2OH や K4Fe(CN)6溶液中で行った。その結果
の例を Figure 2.2 に示す。電流電圧曲線はマイクロ電極特有のシグモイド型となった。本研究
で作製した Pt電極は RGがおおよそ 2 であった。そこで上式の係数を『4.43』とし、観測され
た定常電流値を代入し電極半径を算出したところ、電極半径は約 10 m と算出できた。なお、
Fe(CN)64-の拡散定数は 6.5 × 10-6 [cm2 s-1]とした。 
 
① ②，③ ④ ⑤ ⑥












 本研究では、Ag/AgCl 参照電極を作製し実験に用いた。以下に作製方法を示す。 
 
① 直径 300 mのAg線を長さ約 30 mm、直径 300 mmのPt線を長さ約 10 mm切り出した。 
② 外径 3 mm、内径 2 mm のガラス管を長さ約 10 cm に切断し、切り出した Pt 線を挿入し
た状態でバーナーにより熱封止した。 
③ 熱封止したガラス管を飽和 KCl 溶液で満たし、ガラス管内に KCl、AgCl 粉末を順に入れ
先端に蓄積させた。 
④ 切り出した Ag 線の半分程度を 0.1 M HCl もしくは KCl 溶液中に入れ、アノード分極させ
て AgCl を析出させた（Ag/AgCl 線）。 
⑤ Ag/AgCl 線の AgCl 部分をガラス管に入れ、外れないようにパラフィルムで固定した。 
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Figure 2.2 Cyclic voltammograms by a fabricated Pt disk-type microelectrode 
(radius = 10 µm). Measurement solution contains 4 mM Fe(CN)64-. The scan rate 





 本研究では、Figure 2.3 に示すような SECM システムを用いて電気化学測定を行った。電
気化学測定は 2 極式で行い、作用電極（WE）には既述の手順で作製した Pt マイクロ電極を、
参照電極（RE）には既述の手順で作製した Ag/AgCl 電極を用いた。測定の際は、まず PC から
DA ボードを通し、作用極であるマイクロ電極と参照極に電圧を印加する。マイクロ電極から
検出した酸化還元電流は電流増幅器（Current amplifier、 427 current amplifier、 KEITHLEY） 
により増幅し、AD ボードを通して PC に出力した。ノイズ軽減のため、SECM システムはフ




















 本研究では、4 種類の細胞を使用した。 
 
① HeLa 細胞：ヒト子宮頸癌細胞、東北大学加齢研究所付属医用細胞資源センター提供 
② マウス胚性幹細胞（ES 細胞）：系列: Strain 129/ SVEV、DS Pharma Biomedical Co., Ltd
から購入 
③ A431 細胞：ヒト扁平上皮癌細胞、東北大学加齢研究所付属医用細胞資源センター提供 






 500 mL の RPMI-1640 に 50 mL の非働化した牛胎児血清 （FBS、Gibco）および 5 mL の
ペニシリン/ストレプトマイシン （5000 U mL-1、5000 g mL-1；和光純薬）を加えて使用した。
非働化は、牛胎児血清を 37°C で解凍後、56°C、30 min 湯煎して行った。調整した RPMI-1640
培地は冷蔵庫にて 4°C で保存した。 
② 0.25％トリプシン-EDTA 溶液（Gibco） 
クリーンベンチ内で、アンプルチューブに 1.0 mL ずつ小分けにし、冷凍庫で保存した． 
③ PBS（-） 
 洗浄、滅菌した瓶に 8.00 g L-1 NaCl、0.20 g L-1 KCl、1.54 g L-1 NaHPO4・12H2O、0.02 g L-1 
KH2PO4を混合し、オートクレーブ （KT-2346、アンプ）にて 121°C、20 min 滅菌した。な
お（-）とは Ca2+、Mg2+が含まれないことを意味する。 
④ 滅菌済みのプラスチックピペット （5、10、50 mL、Falcon） 
⑤ 滅菌済みの細胞培養用プラスチックフラスコ （25、250 mL、Falcon） 
⑥ 滅菌済みの細胞培養用プラスチックシャーレ （3.0 mL、Falcon） 
⑦ コニカルチューブ （15、50 mL、IWAKI） 




















① Utlrapure water with 0.1 % Gelatin (Millipore, Cat. ES-006-B)を 25 cm2フラスコに 2 mL
入れ、全体になじませてクリーンベンチ内で 4 時間静置した。 
② ゼラチン溶液を捨て、2 mL の PBS(-)を入れて洗浄し、PBS を捨ててさらにクリーンベン
チ内で乾燥させた。 
③ 乾燥したゼラチンコートフラスコは、チャック付の袋に乾燥剤 （フラスコ内結露防止） と
共に入れ、冷蔵庫内（4°C）で保存した。 
  
 ES 細胞は 1000 U mL-1 of mouse leukemia inhibitory factor (mLIF) と 1 mM 
β-mercaptoethanol を含む Stem Medium （DS Pharma Biomedical. Co., Ltd., Tokyo, Japan）











② フラスコ内の培地を取り除き、PBS（-）溶液で細胞を 2 回洗浄する。 




⑥ 細胞懸濁液をコニカルチューブに移し、遠心分離機（CT15D、日立製作所）を用いて 1500 
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rpm、5 min で細胞を遠心分離する。 
⑦ コニカルチューブの上清を取り除き、新しい培地を加えてピペッティングし、細胞をよく
分散させる。 






① 培地をウォーターバス（37°C）で温め、遠心機を 4°C に冷やしておいた。 
② 培地を除去し PBS(-)を 5 mL 添加して細胞層の洗浄を行った。 
③ PBS(-)を取り除いた後、Accutase Solution (Millipore, Cat. R-SCR005)を 5 mL 添加して 5min
インキュベーターに入れ、細胞を剥離した。 
④ 接着している細胞を完全に剥がすため、フラスコ底面を洗うようにして 10 回懸濁した. (反
応停止操作不要) 
⑤ 液全量（5 mL）を 15 mL の遠沈管に移し、ピペッティングを 10 回行いシングルセル状態
にした。 
⑥ 4 °C、100×gで 3 min 遠心分離を行った。 
⑦ 上清を除去した後未分化維持培地を 5 mL 添加し、ピペッティングによりペレット状態の細
胞を均一な細胞懸濁液にした。 
⑧ C-Chip を用いて細胞数カウントを行い、懸濁液濃度を求めた。 
⑨ 1.0×106 cells / 5 ml でゼラチンコート済の 25 cm2フラスコに播いた。 
⑩ 温度 37℃、気相条件 5% CO2、95% Air のインキュベーター内で培養を行った。 
 












































① ガラス基板（S1225 水切放、 MATSUNAMI）を 2 等分に切り、3、3、4、4、5、5、6、
6、6-Nonafluorohexyltrichorosilane （信越化学）20 l と共にポンプで真空引きすること
によって、ガラス基板をシラン化する。 
② シラン化したガラス基板上に PDMS (シルポット 184W/C 、 東レダウコーニング)を適量
垂らして 1000 rpm で 30 秒間スピンコートし、その後 80 °C 、1 時間程度で硬化するこ
とによって、膜厚約 100 mの PDMS薄膜を作製する。 
③ 作製した PDMS薄膜に CO2レーザーを照射することで円状の穴を作製する。 
④ PDMSステンシルの表面をプラズマアッシャーで 1分処理し、親水化する。 
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⑤ PDMSステンシルを 70%消毒用エタノール中に数分置いた後、クリーンベンチ内で乾燥させる。 
⑥ 細胞培養ディッシュに PDMS ステンシルを貼り付ける。 
⑦ 1。0×106 cells mL-1 の濃度に調整した 100 L の細胞懸濁液をステンシル上にのみ滴下し、
37°C、5% CO2で 2 時間程度培養する。 
⑧ 細胞が接着しているのを確認後、上澄みを取り除き、PDMS製の枠を貼り付ける。 
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ることができる。Bard らは、酵母および Hep G2
細胞（ヒト肝がん由来細胞株）からのメナジオン











幅される。Nagamine らは、ダブルメディエーターシステムと SECM を利用し、酵母菌の NQO
活性を評価した[7]。彼らは、電流応答が最大となるようにメナジオン濃度を最適化したが、こ
の濃度では、メナジオン毒性のために長時間測定には適さなかった。 













2-methyl-1,4-naphthoquinon （ メ ナ ジ オ ン ）、 MgCl2 ・ 6H2O （ 和 光 純 薬 ）、
Figure 3.1 Schematic illustration of the 
reduction of quinone species within the cells. 
NAD(P)H:quinone oxidoreductase (NQO) can 
reduce quinone species by two-electron 
reduction without the generation of reactive 
oxygen species (ROS) and semiquinone 
radicals which lead to cytotoxicity. 
34 
 
N-2-hydroxyethylpiperazine-N’-ethanesulfonic acid（HEPES）（同仁化学）、Cell Counting 
Kit-8（同仁化学）、OxiSelectTM ROS Assay Kit（CELL BIOLABS, INC.）、GSH-GloTM 
Glutathione Assay（Promega）、HEPES buffer（150 mM NaCl，4.2 mM KCl，2.7 mM MgCl2，

















 SECM 測定には、直径 20 µm の Ptディ
スク型マイクロ電極を用いた。電極に 0.5 V vs. 
Ag/AgCl を印加した。0.5 V vs. Ag/AgCl は
Fe(CN)64-を充分に酸化する電位である。二次元
走査もしくは、細胞直上を通過するように 1-line 









 メナジオン還元体の放出が定常状態だと仮定すると、Fick の第一法則より flux は以下
のように表せる。 
Figure 3.2  Principle of electrochemical 
detection of NAD(P)H:quinone 
oxidoreductase (NQO) activity in a HeLa 
cell. Fe(CN)63- and menadione were added 
in the measurement solution. 
35 
 












ジオンと Fe(CN)63-の濃度が、NQO のミカエリス定数よりも十分に大きい場合、NQO の酵素
反応が律速段階となり電流値を決定する。微小電極の定常電流の式（1 章）から Fe(CN)64-濃度















 Cell Counting Kit-8（同仁化学）を用いてメディエーターの毒性試験を行った。細胞
の操作はクリーンベンチ内で行い、測定溶液の曝露時間は、SECM イメージングの際にかかる
時間と同等の 30 min とした。以下に測定方法を示す。 






2 × 𝑓𝑙𝑢𝑥𝐿=𝑟𝑠  
Figure 3.3 Schematic illustration of the 
SECM measurement with a disk-type 
microelectrode. Where rs is radius of a cell, 
x is lateral electrode-cell distance, d: is 




② 約 1×105 cells/mLのHeLa細胞懸濁液を作製し、96well細胞培養用プレート（Falcon）
に 100 µL（細胞 1×104 cells）添加する。 
③ 37℃，5%CO2のインキュベータ内で 6 hr 培養し、細胞を接着させる。 
④ 細胞をHEPES bufferで 3回洗浄し、測定溶液（各濃度のメナジオンおよびK3Fe(CN)6
含有 HEPES buffer）に 30 min 曝露する。 
⑤ 曝露の後、新しい培地で 3 回洗浄する。 
⑥ 各 well に WST-8（Cell Counting Kit-8 に含まれる試薬）を 10 µL ずつ添加し、37℃、
5%CO2のインキュベータ内で 2 hr 呈色する。 
⑦ 96well プレートをインキュベータから取り出し、マイクロプレートリーダー（モデル
680、日本・バイオ・ラッド・ラボラトリーズ）を用いて 450 nm の吸光度を測定する。 
 
 各濃度のメナジオンを曝露した細胞の吸光度を As、メナジオンを含まない溶液に暴露
した細胞の吸光度を Ac、培地のみ（細胞を含まない）の吸光度を Ab とし、以下の式で細胞生
存率を算出した。 
（式 3-3） 
 水溶性テトラゾリウム塩である WST-8 は、細胞内で脱水素酵素により WST-8 ホルマ
ザンに還元される。還元された WST-8 ホルマザンは 460 nm 付近に極大吸収を持つ（橙色）。
細胞内脱水素酵素活性に応じて生産されるホルマザン色素の量は、生細胞数に比例するため、
450 nm の吸光度を測定することで生細胞数を概算することができる。 
 
 
3.2.5 細胞内 ROS量アッセイ 
 
 OxiSelectTM ROS Assay Kit（Cell Biolabs, CA）を用いて細胞内 ROS量をフローサ
イトメーターにより測定した。フローサイトメトリーとは、微細な粒子を流体中に分散させ、
その流体を細く流して、個々の粒子を光学的に分析する手法である。細胞の操作はクリーンベ
ンチ内で行い、測定溶液の曝露時間は SECM イメージングの際にかかる時間と同等の 30 min
とした。細胞内に散在した DCFH-DA（2’, 7’-Dichlorodihydrofluorescin diacetate）は、細胞
内エステラーゼにより脱アセチル化され非蛍光型の DCFH（2’, 7’-Dichlorodihydrofluorescin）
になる。 DCFH は ROS により速やかに酸化され、強く蛍光する DCF （ 2’, 
7’-Dichlorodihydrofluorescein）に変化する。DCF の蛍光強度（励起光 480 nm，蛍光 530 nm）
は細胞質ゾルの ROS量に比例するため、蛍光強度から細胞内 ROSレベルを算出することがで
きる。以下に実験方法を示す。 








② 100000 cells/mL 程度の HeLa 細胞懸濁液を細胞培養用ディッシュに滴下する。 
③ 37℃、5%CO2のインキュベータ内で 6 hr 培養し、細胞を接着させる。 
④ DCFH-DA を添加し 37℃、5%CO2 のインキュベータ内で 1 hr 培養し、細胞内に
DCFH-DA を取り込ませる。 
⑤ 細胞を 30 min メナジオン含有溶液に曝露する。 
⑥ 継代時と同様にトリプシンにより細胞懸濁液（50,000~200,000 cells/mL）を作製する。 
⑦ フローサイトメーター（MoFloTM XDR, Beckman Coulter、USA）により、530 nm
の蛍光検出を行う（励起光 488 nm）。約 1×104 cells のサンプルを解析する。 
 
 
3.2.6 細胞内 GSH量アッセイ 
 
 GSH-GloTM Glutathione Assay（Promega, madison, USA）を用いて細胞内 GSH 量
の測定を行った。細胞の操作はクリーンベンチ内で行い、測定溶液の曝露時間は SECM イメー
ジングの際にかかる時間と同等の 30 min とした。ルシフェリン誘導体（Luc-NT）は、グルタ
チオン（GSH）とグルタチオン S 転移酵素（GST）によってルシフェリンへと変換される。ル
シフェリンはルシフェラーゼにより酸化されると発光する。このとき、発光強度はサンプル中
の GSH 量に比例するため、発光強度から GSHの量を算出することができる。 
細胞内 GSH 量の測定方法を以下に述べる。 
① 0~100 µM メナジオン、200 µM K3Fe(CN)6を含む測定溶液（HEPES buffer）を作製
する。 
② 約 1×105 cells/mLのHeLa細胞懸濁液を作製し、96well細胞培養用プレート（Falcon）
に 100 µL（細胞 1×104 cells）添加する。 
③ 37℃，5%CO2のインキュベーター内で 6 hr 培養し、細胞を接着させる。 
④ 細胞をHEPES bufferで 3回洗浄し、測定溶液（各濃度のメナジオンおよびK3Fe(CN)6
含有 HEPES buffer）に 30 min 曝露する。 
⑤ 曝露の後、新しい培地で 3 回洗浄する。 
⑥ 96well プレートに測定用試薬（Luc-NT、GST）を添加し、37℃、5%CO2のインキュ
ベーター内で 30 min 反応させる。 
⑩ 96well プレートをインキュベーターから取り出し、発光検出用試薬を添加し、37℃、
5%CO2のインキュベーター内で 15 min 反応させる。 
⑪ 96well プレートをインキュベーターから取り出し、ICCD カメラ（PI-MAX 512RB, 
Princeton Instruments, USA）を用いて発光を撮影し、強度を解析する。 













K3Fe(CN)6濃度を 200 µM に固定し、各メ
ナジオン濃度で 30min暴露した際の細胞生
存率を Figure 3.4 (A)に示す。メナジオン濃




次に、メナジオン濃度を 10 or 100 µM に固
定し、各 K3Fe(CN)6濃度での細胞生存率を
Figure 3.4 (B)に示す。K3Fe(CN)6 20 mM
以下では細胞生存率は大きくは変化せず、
10 µM メナジオンでは毒性は低かった。し












GSH による ROS 解毒も不十分であるため
に、結果的に細胞生存率が低下したと考え
た。1 µM メナジオン暴露でも ROSが発生
しているが、細胞生存率には影響しなかっ
Figure 3.4 Viability assay results for HeLa cells 
normalized to the cells exposed with HEPES-based 
saline solution without menadione and 
ferricyanide. The absorbance at 450 nm was 
measured for HeLa cells after exposure for 30 min 
to different concentrations of menadione and 
ferricyanide. (A) Black circle: 200 μM Fe(CN)63-, (B) 
Black circle: 10 μM menadione, Void circle: 100 μM 
menadione. The values represent several 
independent measurements for different 
menadione concentrations. Within each 
concentration, measurements for three or more 
replicates were performed.  
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た。40 µM 以下のメナジオン濃度では、細胞内 GSH 量は減少していなかったことから、GSH
による解毒機構が十分に機能しているためだと考えた。また、1 µM では ROS 量の分布が大き
な広がりを持つことがわかるが、これは各細胞での解毒能力の個体差に起因すると思われ、単
一細胞解析ならではの結果である。 
 これらのことから、細胞毒性を考慮するとメナジオン濃度は 10 µM 以下、K3Fe(CN)6




Figure 3.5  (A) Menadione increased intracellular ROS level. HeLa cells were pre-incubated with 
DCFH-DA for 60 min and then treated with 0, 1 or 100 μM menadione with 200 μM ferricyanide. The 
fluorescence of DCF was measured with a flow cytometer using excitation and emission wavelengths 
of 480 nm and 530 nm, respectively. (B) Menadione decreased intracellular GSH level. HeLa cells 
were pre-incubated with ruciferin derivative and then treated with 0, 4, 10, 40 or 100 μM menadione 
with 200 μM ferricyanide. The luminescence of luciferin was measured by ICCD camera and then 
GSH concentration was calculated from a standard curve. 
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3.3.2 ダブルメディエーターシステムによる NQO活性測定 
  
 多細胞パターンおよび単一細胞の NQO 活性を測定した。細胞パターンのサイズは直
径約 300 µm のものを使用した。10 µM メナジオン、200 µM K3Fe(CN)6 を含む測定溶液
（HEPES buffer）を用いて SECM 測定を行った結果を Figure 3.6 に示す。 細胞パターンの
形状に対応して細胞付近でのみ電流応答が増加し、ダブルメディエーターシステムにより細胞
内酵素活性である NQO の測定に成功した。また、単一細胞レベルでの NQO 活性測定にも成







Figure 3.6   SECM images (left) and 
optical images (right) of patterned HeLa 
cells (A) or a single HeLa cell (B) based 
on the oxidation current for ferrocyanide. 
Measurements were performed in 
HEPES-based saline solution (pH 7.0) 
containing 10 μM menadione and 200 μM 
ferricyanide. The electrode was 
positioned 20 μm above the substrate. (A) 
The scan rate was 50 μm s-1, the scan 
range was 800 × 800 μm2 and the step 
size was 20 μm. (B) The scan rate was 20 
μm s-1, the scan range was 600 × 600 μm2 
and the step size was 20 μm. Scale bar: 
100 μm. SECM images are displayed 
with interpolation and without correction 







を行った。K3Fe(CN)6の濃度を変化させて SECM 測定した結果を Figure 3.7 に示す。メナジ
オン濃度は細胞毒性の少ない 10 µM とした。 2 mM 以上の K3Fe(CN)6では応答が不明瞭とな




では、細胞からの応答が埋もれ不明瞭となった。以降は 200 µM K3Fe(CN)6で測定を行った。 
 
Figure 3.7   SECM images (left) 
and optical images (right) of a single 
HeLa cells. Measurements were 
performed in HEPES-based saline 
solution containing 10 μM menadione 
and ferricyanide (200 μM (A), 2 mM (B) 
or 20 mM (C)). The measurements were 
started at 30 min after addition of 
measurements solution and finished 
within 10 min. The electrode was 
positioned 20 μm above the substrate, 
and the scan rate was 50 μm s-1. The 
scan range was 500 × 500 μm2 and the 
step size was 10 μm. Scale bar: 100 μm. 
SECM images are displayed without 






 100 µM メナジオンによる NQO活性測定結果を、Figure 3.8 に示す。メナジオン曝露
30 min 後に測定を行った。K3Fe(CN)6の濃度にかかわらず、細胞上で電流が減少した。細胞生








上での 1-line scan 結果を Figure 3.9 (A-C)に示す。バックグラウンド電流を差し引いた後
（Figure 3.9 (A)）、横軸を再プロットした（Figure 3.9 (B)）。細胞半径 rsを 10 µm、電極半径
a を 10 µm、Fe(CN)63-の拡散係数 Dを 6.8×10-6 cm2 s-1とし、式（1、3-1、3-2）と近似直線
の傾きからメナジオン還元体放出量を算出したところ、7.79×10-17 mol s-1 per cell と算出でき
た。また、10 µM メナジオン 30 min 暴露時点における放出量の平均は、7.15 ± 3.54 × 10-17 mol 
s-1 per cell (N = 18)となった。18 サンプルのヒストグラムを Figure 3.1 に示す。この値は、
Nagamine らによって報告されている単一酵母菌からの放出量（3.07 × 10-19 mol s-1 per cell）
よりも大きい[7]。この差異は、動物細胞（ヒト子宮頸がん由来）である HeLa 細胞が、酵母菌
Figure 3.8  SECM image of a single HeLa cell based on the oxidation 
current for ferrocyanide in a measurement solution containing 100 μM 
menadione and ferricyanide (200 μM (A) or 20 mM (B)). The measurements 
were started at 30 min after addition of measurements solution and 
finished within 10 min. The electrode was positioned 20 μm above the 
substrate, and the scan rate was 50 μm s-1. The scan range was 500 × 500 
μm2 and the step size was 10 μm. Scale bar: 100 μm. SECM images are 









Figure 3.9  (A) Current profile versus lateral position from the center of the cell sample (x) observed various 
electrode-substrate distances (d). The scan rate was 10 μm s-1. The scan range was 500 μm. The baseline shift of 
current response was subtracted by current response at the start and last points of the one-line scan where the 
microelectrode located away from the cell samples. (B) Current versus rs/L plot rearranged from panel B. Where L 
= (x2 + d2)0.5. Fcell in Fig. 6 of manuscript was calculated by Eq. (1) and ΔC value obtained from the intersection of 
Panel B and Eq. (2). The black lines in the plots were drawn by the least squares method. (D) Histogram of the 
menadiol (reduced form of menadione) generation rates from single HeLa cells. The menadiol generation rates 
from individual HeLa cells, Fcell, were calculated from one-line scan SECM. The scan rate was 20 μm s-1. The scan 





 単一細胞の NQO 活性モニタリングを行った。30 min においてメナジオンを添加し、
数分毎に 1-line scan 測定を行い、メナジオン還元体放出量を経時測定した結果を Figure 3.11
に示す。メナジオンの添加に伴い電流応答が観測できた。10 µM メナジオンでは、120 min に







3.3.7 SECM-IT（SECM-iduced transffer）の影響 
 
 膜透過性を有すレドックス種を用いて細胞近傍で測定を行う場合、電極によって誘起
される流束の影響を考慮する必要がある。Figure 3.11 (A)の 60 min における応答電流値は
0.377 pA であり、Ftip = Itip/nF [20]より、電極上での Fe(CN)64-消費量は 3.91 × 10-18 mol s-1 と





30, 50 µm）における電流値は、球面拡散理論とよく一致した（Figure 3.13）。このことから、
電極での Fe(CN)64-の消費量は、メナジオン放出量の計測にほとんど影響しないことがわかった。
本実験では、高さ一定モード（constant-height mode、1.3.4 項）で SECM 測定を行っており、
Figure 3.11 Time course of the menadiol generation rate from a single HeLa cell at 10 μM (A) or 
100 μM (B) of menadione. Menadione was added at 30 min. The generation rates were calculated from 
modified current of one-line scan SECM by using Eq. (1). The scan rate was 10 μm s-1. The scan range 









Figure 3.12 The menadiol generation rates 
from a single HeLa cell at different 
electrode-substrate distances (d) were calculated 
from modified current (Figure 3.13) of one-line 
scan SECM. Measurements at each distance were 
performed three times in the same sample. One 
measurement was completed within 1 minute, 
and all measurements (12 times) were completed 
within 60 minutes. The menadiol generation rate 
at 20 μm was maintained virtually constant. 
Figure 3.13  Modified current versus rs/L plot rearranged from one-line scan results with 
various electrode-substrate distances (d). Where L = (x2 + d2)0.5. In one-line scan, the scan 
rate was 10 μm s-1 and the scan range was 500 μm. The baseline shift of current response 
was subtracted by current response at the start and last points of the one-line scan where 
the microelectrode located away from the cell samples. The black lines in the plots were 






ーターシステムにより、SECM を用いて単一 HeLa 細胞の NQO活性測定を行った。メナジオ
ン毒性を抑え、明瞭な電流応答を得るために、メディエーター濃度最適化を行った。細胞生存
率評価、細胞内の ROS・GSH 量評価、および SECM 測定結果から、10 µM メナジオン、200 
µM K3Fe(CN)6が NQO活性経時測定に最適だと判明した。細胞近傍でのみ NQO活性に由来す
る Fe(CN)64-酸化電流応答を得ることができ、単一 HeLa 細胞からのメナジオン還元体放出量は
7.15 ± 3.54 × 10-17 mol s-1 per cell と算出できた。また NQO 活性の経時測定に成功した。メナ
ジオン添加直後から電流応答を観測でき、10 µM メナジオンでは 120 min に渡って放出量はほ




 本章の内容の一部は、「Electrochemical monitoring of intracellular enzyme activity 
of single living mammalian cells by using a double-mediator system」という題目で、
















[1] B. Liu, W. Cheng, S.A. Rotenberg, M.V. Mirkin, Scanning electrochemical microscopy of 
living cells - Part 2. Imaging redox and acid/basic reactivities, Journal of Electroanalytical 
Chemistry, 500 (2001) 590-597. 
[2] B. Liu, S.A. Rotenberg, M.V. Mirkin, Scanning electrochemical microscopy of living cells: 
Different redox activities of nonmetastatic and metastatic human breast cells, Proceedings of 
the National Academy of Sciences of the United States of America, 97 (2000) 9855-9860. 
[3] S. Amemiya, A.J. Bard, F.R. Fan, M.V. Mirkin, P.R. Unwin, Scanning electrochemical 
microscopy, Annual review of analytical chemistry, 1 (2008) 95-131. 
[4] A. Schulte, W. Schuhmann, Single-cell microelectrochemistry, Angewandte Chemie, 46 
(2007) 8760-8777. 
[5] J. Mauzeroll, A.J. Bard, O. Owhadian, T.J. Monks, Menadione metabolism to thiodione in 
hepatoblastoma by scanning electrochemical microscopy, Proceedings of the National 
Academy of Sciences of the United States of America, 101 (2004) 17582-17587. 
[6] J. Mauzeroll, A.J. Bard, Scanning electrochemical microscopy of menadione-glutathione 
conjugate export from yeast cells, Proceedings of the National Academy of Sciences of the 
United States of America, 101 (2004) 7862-7867. 
[7] K. Nagamine, Y. Takahashi, K. Ino, H. Shiku, T. Matsue, Influence of Tip Size on Single 
Yeast Cell Imaging Using Scanning Electrochemical Microscopy, Electroanalysis, 23 (2011) 
1168-1174. 
[8] Y.S. Torisawa, N. Ohara, K. Nagamine, S. Kasai, T. Yasukawa, H. Shiku, T. Matsue, 
Electrochemical monitoring of cellular signal transduction with a secreted alkaline 
phosphatase reporter system, Analytical chemistry, 78 (2006) 7625-7631. 
[9] C. Zhao, J.K. Sinha, C.A. Wijayawardhana, G. Wittstock, Monitoring beta-galactosidase 
activity by means of scanning electrochemical microscopy, Journal of Electroanalytical 
Chemistry, 561 (2004) 83-91. 
[10] Y. Takahashi, T. Miyamoto, H. Shiku, R. Asano, T. Yasukawa, I. Kumagai, T. Matsue, 
Electrochemical detection of epidermal growth factor receptors on a single living cell surface 
by scanning electrochemical microscopy, Analytical chemistry, 81 (2009) 2785-2790. 
[11] Y. Takahashi, A.I. Shevchuk, P. Novak, B. Babakinejad, J. Macpherson, P.R. Unwin, H. 
Shiku, J. Gorelik, D. Klenerman, Y.E. Korchev, T. Matsue, Topographical and electrochemical 
nanoscale imaging of living cells using voltage-switching mode scanning electrochemical 
microscopy, Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 
109 (2012) 11540-11545. 
[12] Y. Matsumae, T. Arai, Y. Takahashi, K. Ino, H. Shiku, T. Matsue, Evaluation of the 
differentiation status of single embryonic stem cells using scanning electrochemical 
48 
 
microscopy, Chemical communications, 49 (2013) 6498-6500. 
[13] K.H. Baronian, A.J. Downard, R.K. Lowen, N. Pasco, Detection of two distinct 
substrate-dependent catabolic responses in yeast cells using a mediated electrochemical 
method, Applied microbiology and biotechnology, 60 (2002) 108-113. 
[14] A. Heiskanen, J. Yakovleva, C. Spegel, R. Taboryski, M. Koudelka-Hep, J. Emneus, T. 
Ruzgas, Amperometric monitoring of redox activity in living yeast cells: comparison of 
menadione and menadione sodium bisulfite as electron transfer mediators, Electrochemistry 
Communications, 6 (2004) 219-224. 
[15] P. Nioi, J.D. Hayes, Contribution of NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1 to protection 
against carcinogenesis, and regulation of its gene by the Nrf2 basic-region leucine zipper and 
the arylhydrocarbon receptor basic helix-loop-helix transcription factors, Mutation research, 
555 (2004) 149-171. 
[16] P. Joseph, A.K. Jaiswal, Nad(P)H-Quinone Oxidoreductase(1) (Dt Diaphorase) 
Specifically Prevents the Formation of Benzo[a]Pyrene Quinone-DNA Adducts Generated by 
Cytochrome P4501a1 and P450 Reductase, Proceedings of the National Academy of Sciences 
of the United States of America, 91 (1994) 8413-8417. 
[17] C.F. Spegel, A.R. Heiskanen, N. Kostesha, T.H. Johanson, M.F. Gorwa-Grauslund, M. 
Koudelka-Hep, J. Emneus, T. Ruzgas, Amperometric response from the glycolytic versus the 
pentose phosphate pathway in Saccharomyces cerevisiae cells, Analytical chemistry, 79 (2007) 
8919-8926. 
[18] C.X. Cai, B. Liu, M.V. Mirkin, H.A. Frank, J.F. Rusling, Scanning electrochemical 
microscopy of living cells. 3. Rhodobacter sphaeroides, Analytical chemistry, 74 (2002) 
114-119. 
[19] T. Kaya, D. Numai, K. Nagamine, S. Aoyagi, H. Shiku, T. Matsue, Respiration activity of 
Escherichia coli entrapped in a cone-shaped microwell and cylindrical micropore monitored by 
scanning electrochemical microscopy (SECM), The Analyst, 129 (2004) 529-534. 
[20] Y. Takahashi, Y. Hirano, T. Yasukawa, H. Shiku, H. Yamada, T. Matsue, Topographic, 
electrochemical, and optical images captured using standing approach mode scanning 











































Figure 4. 1 Schematic illustration of the property 
of ES cells (adapted from M. Meregalli et al., 'Stem 
Cell Therapy for Neuromuscular Diseases', Stem Cells 
in Clinic and Research, InTech). ES cells have the 








グと電気化学チップデバイスを利用した方法 [11, 12, 19]や、円錐型ウェルと SECM を利用し













 本章では以下の試薬を使用した。遺伝子発現解析に利用した試薬は 4.2.6 項にて別途
記述した。 
p-Aminophenylphosphate monosodium salt （PAPP）（LKT Laboratories Inc., St. Paul, 
U.S.A.）、all-trans-retinoic acid （ATRA）（Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan）、
D- グルコース、 KCl 、 NaCl 、 Na2HPO4 ･ 12H2O 、 MgCl2 ・ 6H2O （和光純薬）、
N-2-hydroxyethylpiperazine-N’-ethanesulfonic acid （ HEPES ）（ 同 仁 化 学 ）、
N-Cyclohexyl-2-aminoethanesulfonic acid （CHES）（同仁化学）、Cell Counting Kit-8（同仁
化学）、Double Staining Kit（Wako）、HEPES buffer（150 mM NaCl、4.2 mM KCl、2.7 mM 
MgCl2、1.0 mM Na2HPO4、11.2 mM D-glucose、10 mM HEPES） 





マウス ES細胞株（strain 129/SV, passage 11）は DS Pharma Biomedical. Co., Ltd. 
から購入した。ES細胞は 1000 U/mL of mouse leukemia inhibitory factor (mLIF) と 1 mM 
β-mercaptoethanol を含む Stem Medium （DS Pharma Biomedical. Co., Ltd., Tokyo, Japan）
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される。電極上でPAPを検出する（0.3 V vs. 
Ag/AgCl）ことで ALP 活性を評価した。
ES 細胞では ALP が過剰発現しているが、
神経系へと分化誘導された細胞では ALP
発現量が低下するため、電流応答の減少が
期待できる。SECM 測定には、直径 20 µm
の Pt ディスク型マイクロ電極を用いた。
電極に 0.3 V vs. Ag/AgCl を印加し、電極
を二次元走査もしくは、細胞直上を通過す
るように一次元走査（1-line scan）した。
















① PBS 1 mLに対し、Calcein-AM 溶液を2 L、PI溶液を3 Lの割合で混合し染色液を調
整した 
Figure 4. 2  Schematic diagrams of ALP 
detection of a single cell by using SECM showing 
distinct differences in ALP activity between an ES 
cell and a differentiated ES cell. 4.4 mM PAPP was 
added in the measurement solution. 
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（O.D.: 1.0 mm; I.D.: 0.58 mm; Harvard Apparatus）を CO2 レーザープラー（model P-2000, 
Sutter Instrument, CA, USA）により先端径は 3-10 µm となるように細尖化した。ガラスキャ
ピラリーへの細胞質ゾルや核酸の吸着を低減するために、作製したキャピラリーを 2 hr 室温窒
素雰囲気化で、3,3,4,4,5,5,6,6,6-non-afluorohexyltrichlorosilane（Shinetsu Chem. Ind. Co., 
Ltd.）によりシラン化した。キャピラリーを 99.5%エタノールで洗浄し、乾燥させた後、クリ








 細胞サンプルからの cDNA 精製法、遺伝子発現解析法を概説する。Real-Time PCR で
は、PCR の 1 サイクルでターゲット遺伝子配列を 2 倍に増幅する原理に基づき、規定した量に
到達するまでの PCR サイクル数（Ct値）を比較する。PCR の増幅量をリアルタイムでモニタ
ーし解析する方法であり、電気泳動が不要で迅速性と定量性に優れている。 
 PCR 法では鋳型となる DNA にプライマーを結合させ、目的のプライマー配列に挟ま
れる DNA を、DNA ポリメラーゼによって増幅し特異的に検出する。RNA 検出の際には、逆
転写により cDNA に変換し PCR 法を行う。これを逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（Reverse 
Transcription Polymerase Chain Reaction、RT-PCR）と呼ぶ。リアルタイム PCR と逆転写ポ
リメラーゼ連鎖反応とを組み合わせて mRNA の定量を行う。 
 PCR 法では蛍光検出により DNA 量を測定する。蛍光検出法として、主にインターカ
レーション法、ハイブリダイゼーション法の 2 つが挙げられるが、本項で用いたインターカレ
ーション法について説明する。SYBR Green は、インターカレーション法において一般的に用
いられる蛍光プローブである。SYBR Green は二本鎖 DNA にインターカレートするため、
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目的 DNA 以外の増幅やプライマー二量体形成が起こるとピークが 2 つ以上となる。 
 本章ではLightCycler 1.5により測定を行った。Total RNA精製にはRNeasy Micro Kit 
（QIAGEN）を用いた。キットに付属しているプロトコルに従い mRNA 抽出を行った。精製
した Total RNA は即座に次の逆転写反応により cDNA へと合成した。逆転写反応には、
Quantitect Reverse Transcription キット（QIAGEN）を使用し、反応プロトコルに基づいて
調製を行った。LightCycler 1.5（Roche）による Real-Time PCR は、LightCycler Software 




■Total RNA 精製 
【事前準備】 
 99.5%エタノール（Wako）と、キット付属の RNase free water を用いて、70%エタ
ノールおよび 80%エタノールを調製した。1 mL の Buffer RLT （キット付属）あたり、10 L
の 2-Mercaptoethanol （Wako）を添加して Buffer RLT 調製した。11 mL の Buffer RPE （キ
ット付属）に、44 mL の 99.5%エタノールを添加して Buffer RPE を調製した。DNaseⅠ粉末




① 細胞サンプルの入っている 1.5 mL チューブに 75 L の Buffer RLT を添加した後、1 min
ボルテックスして細胞を破砕した。この溶解液には、Guanidine Thiocyanate および
2-Mercaptoethanol が含まれており、RNase を不活性化する。 
② 75 L の 70%エタノールを添加し、ピペッティングにより混和した。この操作により、ス
ピンカラム内のシリカメンブレンに RNA が結合する条件が調整される。 
③ サンプル全量を 2 mL コレクションチューブの中にセットされている RNeasy MinElute 
Spin Column に添加した。チューブの蓋を静かに閉め、8000×gで 25 秒間遠心したのち、
ろ液を取り除いた。 
④ 350 L の Buffer RW1 をスピンカラムに加え、8000×g で 25 秒間遠心したのち、ろ液を取
り除いた。 
⑤ 10 L の DNAase Ⅰストック溶液と 70 L の Buffer RDDを混和し、スピンカラムに添加
し室温で 15 分静置した。ゲノム DNA が分解される。 
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⑥ 350 L の Buffer RW1 をスピンカラムに加え、8000×g で 25 秒間遠心したのち、ろ液を取
り除いた。 
⑦ 500 L の Buffer RPE をスピンカラムに加え、8000×g で 25 秒間遠心したのち、ろ液を取
り除いた。 
⑧ 再度 500 L の 80%エタノールをスピンカラムに加え、8000×g で 2 分間遠心したのち、ろ
液を取り除いた。 
⑨ スピンカラムの蓋を開け、最大速度で 6 分間遠心した。 
⑩ RNase free water 14 L をスピンカラム・メンブレンの中央に添加し、蓋をして最大速度




① 精製したテンプレートRNAに2 L gDNA wipeout Bufferを加え、42°Cで2 minインキュベ
ートすることで、ゲノムDNAを除去した。 
② ゲノムDNA除去後、4L Quantiscript RT Buffer （緑色チューブ）、1l RT Primer Mix 
（紫色チューブ）、1 L Quantiscript Reverse Transcriptase （赤色チューブ）を氷上で
加え、混合した。 
③ 42°Cで30 min （逆転写反応）、95°Cで3 min （逆転写酵素の失活）、サーマルサイクラ
ーにて逆転写反応を行った。 
④ 作製したcDNA （total 20 L）は-30°Cで保存した。 
 
■Real-Time PCR 
用いたプライマーはTable 4.1に示した。glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase （Gapdh）
および POU domain transcription factor （Oct3/4）のプライマーは Nihon Gene Research 
Laboratories, Inc から購入した。Gapdh はハウスキーピング遺伝子、Oct3/4 は未分化マーカ
ーとして知られている。 
【操作手順】 
① 1 サンプルあたりの試薬量 Table 4.2 に示した。測定するサンプル数分の試薬を調製し
た。 
② 調製した試薬を 18 µL ずつ Real Time PCR 専用キャピラリーに添加した。 
③ cDNA サンプルをキャピラリーに 2 µL ずつ添加し、Light Cycler 専用の遠心分離機で
遠心分離した。遠心後、液量が等しいかどうか確認した。 
④ Light Cycler にキャピラリーをセットし、規定のプログラムで測定を行った。 
Table 4.1 
遺伝子 Fw プライマー配列 Rv プライマー配列 
Gapdh 5′-AAA TGG TGA AGG TCG GTG TG-3 5′-AGG TCA ATG AAG GGG TCG TT-3′ 




本実験で用いた Real-Time PCR は大きく次の 4 つ
のステップからなる。 
①Denature 




の cDNA が増幅する。 
 その際に cDNA に結合する SYBR Green の蛍光強度をモニタリングする。 
③Melting 
 温度を上げ、PCR 生成物の解離に伴う蛍光強度減少をモニタリングする。 
 PCR 生成物の解離が起こる温度から、目的生成物が得られているか判断する。 
④Cooling 
 サンプルの冷却を行う。 
   
それぞれの条件を Table 4.3~4.6 に示す。 
Table 4.3 Denature 条件 
Cycles 1 
Segment Number 1 
Target Temperature [°C] 95 
Incubation Time [min] 10 
Temperature Transition Rate [°C /s] 20 
Secondary Target Temperature [°C] 0 
Step Size [°C] 0 
Step Delay [cycles] 0 
Acquisition Mode None 
 
Table 4.4  PCR 条件 
Cycles 45 
Segment Number 1 2 3 
Target Temperature [°C] 95 60 72 
Incubation Time [min] 10 10 13 
Temperature Transition Rate [°C /s] 20 20 20 
Secondary Target Temperature [°C] 0 0 0 
Step Size [°C] 0 0 0 
Table 4.2 
試薬 量 [µL] 
25 mM MgCl2 1.6 
10 μM forward (Fw) primer, 1.0 
10 μM reverse (Rv) primer 1.0 
SYBR Green 2.0 
Rnase free H2O 12.4 
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Step Delay [cycles] 0 0 0 
Acquisition Mode None   
 
Table 4.5 Melting 条件 
Cycles 1 
Segment Number 1 2 3 
Target Temperature [°C] 95 70 99 
Incubation Time [min] 0 15 0 
Temperature Transition Rate [°C /s] 20 20 0.1 
Secondary Target Temperature [°C] 0 0 0 
Step Size [°C] 0 0 0 
Step Delay [cycles] 0 0 0 
Acquisition Mode None None Cont. 
 
Table 4.6 Cooling 条件 
Cycles 1 
Segment Number 1 
Target Temperature [°C] 40 
Incubation Time [min] 30 
Temperature Transition Rate [°C /s] 20 
Secondary Target Temperature [°C] 0 
Step Size [°C] 0 
Step Delay [cycles] 0 






ル数である。Reference 遺伝子（house keeping）と、Reference サンプル A における目的遺伝
子 X の Ct 値の差は、 
 ΔCt（A）= Ct 値（Target 遺伝子） – Ct 値（Reference 遺伝子） 






Reference サンプル A を基準に Target サン
プル B の発現量を示すと、 
Y=2（−ΔΔCt） 




である Gapdh を Reference 遺伝子とし、








 ALP の至適 pH は高いため、高 pH
溶液での測定は細胞へのダメージが懸念さ
れる。そこで、ES細胞を培地（stem medium）
および測定溶液（4.7 mM PAPP含有HEPES 
buffer、pH 9.5）に室温で 30 min 暴露し、
生死判別染色した結果を Figure 4.3 に示す。
ほとんどの細胞の生存を確認できたため、30 







Figure 4. 3 Optical images (A, B) and cell 
viability assay of ES cells by using fluorescence 
detection (B, C, E, F). Calcein-AM: green: viable 
cell (B, E), PI: red: dead cell (C, F). ES cells were 
incubated in medium (A-C) or in measurement 
solution 30 min (D-F). Scale bar: 100 μm. 
Figure 4. 4  SECM images (left) and optical 
images (right) of ES cells (A) and differentiated 
ES cells cultured with RA for 4 days (B) and 13 
days (C). The electrode was set at 30 μm above the 
substrate, and the scan rate was 10 μm s-1. The 
scan range was 400 × 200 μm2, and the step size 
was 5 μm. Scale bar: 100 μm. 
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細胞では約 60 pA の電流応答が得られ、ES 細









いる。また、pH 7.5 の測定溶液では電流応答は 10 分の 1 以下に減少した（Figure 4.6）。HEPES 
buffer は pH 9.5 に緩衝能をもたないため、緩衝域を pH 8.6-10.0 に持つ CHES buffer の利用
が考えられる。CHES buffer pH 9.5 でも HEPES buffer pH 9.5 と同等の結果が得られたが
（Figure 4.7）、細胞が途中で剥離するケースなどが見受けられた。これは CHES buffer の細




Figure 4. 5  SECM image (left) and optical 
image (right) of differentiated cells cultured 
with RA for 4 days. The measurements were 
performed in HEPES-based saline solution (pH 
9.5) containing 4.7 mM PAPP. The electrode 
was set at 20 μm above the substrate, and the 
scan rate was 50 μm s-1. The scan range was 
1000 × 1000 μm2, and the step size was 20 
μm. Scale bar: 100 μm. 
Figure 4. 6 SECM image (left) and optical 
image (right) of single ES cells. The 
measurements were performed in 
HEPES-based saline solution (pH 7.5) 
containing 4.7 mM PAPP. The electrode was set 
at 30 μm above the substrate, and the scan rate 
was 50 μm s-1. The scan range was 500 × 500 
μm2, and the step size was 20 μm. Scale bar: 
100 μm. 
Figure 4. 7  SECM image (left) and optical 
image (right) of single ES cells. The 
measurements were performed in CHES-based 
saline solution (pH 9.5) containing 4.7 mM 





 単一細胞レベルでの 1-line scan 測定を行い、測定直後の細胞をキャピラリーサクショ
ンにより回収し遺伝子発現解析を行った。個々の細胞から放出される PAP の拡散層が重ならな
いように、1000 cells/dish の濃度で細胞を播種した。単一細胞レベルでの 1-lien scan 結果を
Figure 4.8 に示す。ES 細胞と分化細胞（day13）で明確な電流応答の差を観測できた。キャピ
ラリーサクションは光学顕微鏡で観察しながら行い、細胞回収を確認した（Figure 4.9）。遺伝
子発現解析では、ES 細胞マーカーとして知られる Oct3/4 の発現量を測定した。SECM による
電流応答ΔI と遺伝子発現解析結果を比較した結果を Figure 4.10に示す。分化進行に伴い ALP
由来の電流応答が減少した（day0; 29.4 pA、day4; 6.53 pA、day13; 0.491pA）。分化培養 4 日









Figure 4. 8 Optical images of a single ES 
cell (A) and differentiated ES cell (B). SECM 
one-line scan of single ES cell in Panel A (blue 
line) and differentiated ES cell in Panel B (red 
line). The electrode was set at 30 μm above the 
substrate, and the scan rate was 10 μm s-1. The 
scan range was 1,000 μm. Scale bar: 100 μm.  
Figure 4. 9  Optical images of a 
single ES cell before (A) and after (B) 
capillary suction.  Capillary is 
positioned left side of the cell. Arrow 














 本章の内容の一部は、「Evaluation of the differentiation status of single embryonic 
stem cells using scanning electrochemical microscopy 」という題目で、 Chemical 




Figure 4. 10 (A) ALP activities (ΔI) of single cells from SECM one-line scan. (B) Oct3/4 expression 
level of 5 × 105 cells. (C) Oct3/4 expression level in single cells suctioned after SECM measurements. 
ES cells were cultured with ATRA for differentiation. (A, C) Day 0 (ES cell): N = 12, Day 4: N = 8, day 
13: N = 13. (B) Day 0 (ES cell): N = 5, day 3: N = 4, day 12: N = 5. ND means not detected. Error bars 
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 上皮成長因子受容体（EGFR、Epidermal Growth Factor Receptor）は、最も盛んに
研究が行われてきたチロシンキナーゼ型受容体である。リガンド（特定の受容体に特異的に結
合する物質）の結合により活性化され、細胞内へと刺激が伝搬される（シグナル伝達）[1, 2]。




成長因子（EGF、Epidermal Growth Factor）などが結合すると、EGFR が二量体を形成する。
そして、自己リン酸化により細胞内領域のチロシン残基がリン酸化され活性化すると、細胞内
タンパク質が次々活性化されシグナルが伝達していく[5]。EGFR によって活性化される情報伝
達経路には、Ras/Raf/MAPK 経路、ホスホリパーゼ C/プロテインキナーゼ C 経路、PI3K（フ
ォスフォイノシトール 3 キナーゼ）/Akt経路、Jak/STAT シグナル経路等[6, 7]があり、増殖・
転移・接着・分化・アポトーシスに関与する[8, 9]。また、多くの癌細胞で EGFR の過剰発現
や発現量の変化が見られ[10-14]、EGFR は抗癌剤のターゲットとしても多くの関心を集めてい
る[8]。 
 抗原抗体反応を利用した蛍光測定により、簡便に EGFR 検出が可能である[15]。全反
射蛍光顕微鏡による単一分子計測[16]や、FRET（蛍光共鳴エネルギー移動）現象を利用した測
定[17, 18]などが EGF シグナル伝達の研究に利用されてきた。しかし、細胞が透明であるため





























襲・定量的な EGFR 測定を行った。GOx を利用した場合、メディエーターを介した EGFR 検
出は困難だったが、H2O2 の直接検出により測定可能だった。H2O2 検出では基質が酸素とグル
コースであるために、細胞への影響の低減が期待できる。ALP を利用した場合、基質である
PAPP を添加することで EGFR 検出が可能だった。ALP は GOxに比べて高いターンオーバー
数を有すため、Buffer を適切に選択すれば高い電流応答が得られた。また pH 7.4 での測定に
も成功した。GOxと ALP による単一細胞レベル EGFR 検出結果から、定量的に抗体最適濃度
を算出できた（1 µg mL-1）。カタラーゼを利用した場合、最も高い電流応答が期待できたが、
基質として高濃度 H2O2を利用する必要があり、生細胞への影響が懸念された。6 章では GOx
と ALP を利用して EGFR 挙動追跡を行う。 
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 Figure 6. 1 Internalization pathways[3]. 
Figure 6. 2 Schematic illustration of EGFR 
internalization by clathrin coated pits (CCP).  
EGFR is transported to early endosomes (EE), 










 細胞種による差異や EGFR に結合する物質など、様々な条件での内在化メカニズムを
正確に比較するためには、内在化した EGFR の定量的評価が必要である。5 章で述べたように、
細胞が透明であるために、通常の蛍光測定では細胞表面に局在するEGFRの定量には適さない。
本章では、単一細胞レベル・低侵襲・定量的・リアルタイムな EGFR 定量測定が可能な SECM





 本章では、単一細胞レベル・低侵襲・定量的・リアルタイムな EGFR 定量測定が可能
な SECM を用いて、細胞表面 EGFR の内在化モニタリングを行った。蛍光測定結果から、EGF
による内在化は数分で起きるが、225 抗体による内在化は 60 min 程度で起きることを確認した。
GOx を用いた測定ではメディエーターを用いずに測定可能だが、Pt 電極では電流値減衰し
H2O2モニタリングが難しかった。また、酵素修飾電極（Os-HRP/CFE）により H2O2測定を試
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第 1 章 序章 



















第 4 章 SECM による単一 ES細胞の分化状態評価 







第 5 章 SECM による単一細胞レベル膜タンパク質検出 






第 6 章 膜タンパク質内在化のリアルタイムモニタリング 
 膜タンパク質内在化の単一細胞レベル・定量的・経時的評価を目的とし、5 章で確立し





第 7 章 総括 
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